酶 。 


第 2 卷 第 4 期 增刊 过 物 学 赋 Val2z， Nu, 4d 
1981 年 11 月 ZODLOGICAL RESEARCH Nov, :1981 


浙江 产 盎 蛇 (gkistrodon halys Pallas) 
蛇毒 血 纤 蛋 白 溶 酶 酶 学 性 质 的 研究 


涂 光 待 于 力 许 爹 蔓 冉 永 禄 


(中国 科学 院 昆 明 动 物 研究 所 》 


摘 要 

浙江 产 竖 蛇毒 血 纤 蛋 白 深 酶 是 一 种 “人 金属 蛋白 酶 ">，Ca" 和 Mg” 明显 地 激 
活 它 水 租 酷 蛋白 的 活力 , 但 Mg” Co” 和 Cu 强烈 换 制 酶 活力 。 金 属 鳌 合剂 一 
EDTA 在 5 x10“，M 的 浓度 就 能 完全 换 制 酶 活力 ， 这 种 抑制 能 为 Ca'* 所 解除 。 

该 酶 水 解 酷 蛋白 的 最 适 pH 大 约 为 8,5, 最 适 温度 在 40?C 志 右 。 该 酶 对 热 很 
不 稳定 ， 在 37°C 保 温 就 裕 类 活力 。Ca** 能 明 昌 增强 酶 的 对 热狗 定性 ， 担 EDTA 
降低 这 种 对 朴 禾 定性 。 四 各 殊 基 北 合 物 中 ， 半 脱毛 酸 降 低 酶 对 热 稳定 性 的 效果 
最 为 明显 ， 共 次 为 带 基 乙醇 和 萄 基 乙 酸 ， 但 谷中 甘 肽 【GSH) 部 不 降低 酶 的 对 
妆 稳 定性 。 租 基 试 剂 对 气 钞 茉 甲 酸 (PCMB) 洁 磺 代 乙 酸 对 酶 的 对 热 稳定 性 也 
无 影响 。 


与 眼镜 蛇 科 和 海蛇 科 蛇 毒 不 同 ， 鲜 亚 科 蛇毒 富 含 精 氨 酸 酯 酶 和 非 专 一 性 蛋 白 水 解 
前 者 也 是 一 种 蛋白 水 解 酶 ， 只 是 作用 专 一 性 较 强 ， 而 且 对 热 稳定 。 
蛇毒 精 氨 酸 栈 酶 多 与 蛇毒 的 促 活 作 用 有 关 ， 蛇 毒 蛋 白水 解 酶 则 与 蛇毒 的 抗 疑 和 纤 溶 


作用 有 关 ， 人 们 对 前 者 的 研究 远 较 后 者 深入 。Qshima 等 (1, 2] 报道 日 本 蜡 蛇 (4gpistro- 
don halys blomhoffi) 蛇毒 含有 三 个 蛋白 水 解 醒 ， 即 蛋白 酶 a 、b 、c 。 其 中 蛋白 酶 b 
与 蛇毒 的 出 血 活 性 有 关 ， 蛋 白 酶 e 与 蛇毒 的 肿 瑟 效 应 有 关 ， 蛋 和 白 酶 a 的 药理 作用 尚 不 明 
TT 


我 们 从 浙江 产量 蛇毒 中 分 离 纯 化 了 一 种 血 纤 蛋白 溶 栈 ， 它 不 仅 能 水 解 酪 蛋白 ， 还 能 


水 解 纤维 重 白 ， 纤 维 熏 肠 原 ， 第 了 因子 和 第 硬 因 子 Cs, 5 。 本 文 报道 了 该 酶 的 某 些 酶 学 性 
质 以 及 Ca'"、EDPTAA、 歼 基 试 剂 和 萄 基 化 合 物 等 物质 对 酶 热 失 活 速率 的 影响 。 


材料 和 方法 


血 纤 蛋白 溶 酶 ， 按 照 前 文 方法 5 37 制 备 。 
试剂 ， 琉 基 乙 醇 ， 上 海 试剂 四 厂 产品 琉 基 乙酸 ， 上 海 第 二 军医 大 学 产品 ， 谷 胱 
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甘 肘 《GSH) 上 海 酵母 厂 产 品 现代 乙酸 ， 上 海 生 化 所 东风 厂 产品 。 其 他 化 学 试剂 均 为 
国产 分 析 纯 试剂。 

酶 活性 测定 ， 参 照 前 文 [5 方法 进行 ， 反 应 液 中 Ca** 的 最 后 浓度 为 1 x 10"M,， 但 
在 三 扎 乙 酸 停 止 反应 后 ， 坦 接 测定 滤液 在 280nm 处 的 光 吸 收 。 


结 条 


一 、 最 适 pH 值 

pH 对 赂 蛇毒 血 纤 蛋 白 溶 酶 水 解 栈 蛋 白 的 影响 曲线 如 图 1 所 示 。 
由 图 1 可 以 看 出 ， 栈 作用 的 最 适 pH 值 大 约 为 8,5。 

二 、 最 适 温 度 

温度 对 晓 蛇 毒 血 纤 蛋 白 洲 酶 水 解 酷 蛋 上 的 影响 曲线 如 图 2 所 示 。 
由 图 2 可 以 看 出 ， 酶 作用 的 最 适 温度 在 40"C 左 右 。 


比 话 记 5 所 》 
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pH 对 血 纤 看 直 党 醴 的 影响 温度 对 血 纤 蛋白 溶 艇 的 影 喧 


三 、 两 价 金属 离子 对 酶 活力 的 影响 


两 价 金属 离子 在 2 x 10-*M 浓 度 对 酶 活力 的 影响 如 表 1 所 示 。 
表 1 两 价 金 属 离子 对 酶 活力 的 影响 
念 属 商 子 | 对 风 | Ca++ | Mg*+ | Hgt* | Co*+ : Cut++ 


能 活 | 100 | 147 | 110 | 5 | 28 | 25 
| 





由 表 1 可 以 看 出 Ca*+ 和 Mg++ 对 酶 活力 有 明显 的 激活 作用 ， 但 Hg”…、Co“ 和 (Cu 却 
强烈 地 抑制 酶 活力 。 


四 、EDTA 对 酶 活力 的 影响 
金属 整合 剂 EDTA 对 酶 活力 的 影响 如 表 2 所 示 。 
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表 2 不同 浓度 的 EDTA 对 纤 溶 酶 活力 的 影响 


最 后 浓度 CM) 0 


相 允 活力 | i00 | 36 | Ww | 二 | 0 | 0 | 164 
由 表 2 可 以 看 出 ， 5 x10-*M EDTA 就 能 完全 抑制 本 活力 ， 但 这 种 卸 制 可 以 为 


La 所 解除 。 
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五 、Ca'* 和 EDTA 对 酶 热 失 活 速率 的 影响 


蜡 蛇 毒 迎 纤 蛋 白 深 酶 对 热 很 不 稳定 ， 在 37°C 保 温 就 丧 失 活 为 ， 从 图 3 可 以 看 出 ， 失 
活 反 应 呈现 很 好 的 一 级 反应 。 

由 图 3 还 可 以 看 出 ，Ca“ 能 显著 地 增加 酶 对 热 的 稳定 性 ,EDTIA 却 降低 酶 对 热 的 稳 
定性 。 


六 、 皆 其 化 合 物 和 统 基 试剂 对 酶 热 失 活 速率 的 影响 


试验 了 四 种 芝 基 化 合 物 一 半 胱 气 酸 ， 青 基 乙 醇 、 芒 基 乙 酸 和 谷 胱 甘 肽 对 醇 热 失 活 速 
率 的 影响 ， 其 中 以 半 胱 氮 酸 增强 酶 热 失 活 速率 最 为 明显 ， 芒 基 乙 醇 次 之 ， 莹 基 乙 酸 再 次 
之 ， 谷 胱 甘 肘 不 改变 酶 的 热 失 活 速率 (图 4) 。 

两 种 琉 基 试剂 一 对 气 汞 莱 甲 酸 和 艳 代 乙酸 都 不 影响 酶 对 热 的 稳定 性 (图 4 )。 
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蛇毒 非 专 一 性 蛋白 水 解 醇 与 来 源 于 低 等 生物 的 蛋白 水 解 酶 祖 似 ， 是 一 类 “人 金属 蛋白 
族 ”， 或 称 之 为 “金属 效 合 剂 灵敏 蛋白 酶 ”。 它 们 都 能 为 两 价 金属 离子 所 激活 ， 但 为 金 
属 整 合剂 所 挤 制 。 由 表 1 和 表 2 可 以 看 出 , .浙江 产 曝 蛇毒 血 纤 蛋 白 溶 醇 亦 是 一 种 “金属 
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蛋白 茧 "，Ca 和 Mg** 明显 地 激活 它 水 解 酷 蛋 白 的 活力 ， 但 HE、Co… 和 Cu 却 强 
烈 地 抑制 本 活力 。EDTA 在 5 x10-:M 浓 度 就 能 完全 抑制 酶 活力 。 

图 3 的 结果 表明 ，Ca 还 能 显著 地 增强 血 纤 蛋白 湾 阴 的 对 热 稳 定性 。 这 很 可 能 古 由 
于 Ca 能 够 稳定 酶 的 特殊 构 型 ， 因 而 它 对 请 呈现 活力 是 必需 的 。 

四 种 琉 基 化 合 物 都 能 增强 凤 蛇 毒 血 纤 蛋 白 溶 醇 的 热 失 活 速率 ， 考 虑 到 它们 可 能 与 酶 
分 子 发 生 - S- S- 链 交换 反应 ， 提 示 酶 分 子 中 的 - S - 5 - 键 对 于 维系 蛋 户 构 型 亦 是 十 分 重 
要 的 。 
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ABSTRACT 

The fibrinolytic cnzyme was found to be & kind of “nmetalloproteinase”, 
Ca and Me++ ions activated, whereas Hg 一 Co， and CI ions inhibited 
it, EDTA, 5x10-*M, fully inhibited the proteolytic activity of the enzyme。 
了 he inhibition could bc reversed by adding Ca’’ or Mg ions。 

With casein as the substrate，the bptimal pH of the fbrinolytic enzyme 
was about 8.5 and the optimal temperature abott 40°C, 

The cnzyme was highly heatlabile and lost its activity at 37°C,. The 
inactivatdion was shown to be a clcarcut firstorder reaction, Ca’! ivon increased 
but EDTA reduced the heatstability of the enzyme,. CySH, thioacetic acid and 
mercaptoethanol reduced (hs heatstability of the cnzyme, but GSF, PCMB and 


‘iodoatetiz acid did not cause any change in its heatstability, 


